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論 文 内 容 要 旨
心 臓 疾 患 は先 進 国 にお いて 罹 患 、死 因 の主 原 因 の 一 つ とな って い る 。 中で も心 肥 大 に関
わ る 因子 等 の解 明 が 精 力的 に行 わ れ て い るが 、 さ らな る分 子 レベ ル で の解 明 が急 が れ る。
多 くの研 究 に よ り、 心 肥 大 を引 き起 こす シグ ナル と して細 胞 内Ca2+の 関与 が 示 唆 され て
い る。 心 肥 大 誘 起 に 関 わ る とされ て い る 、 ア ンジ オ テ ン シ ンII(AngII)、 フ ェ ニ レフ リン
(PE)、 エ ン ドセ リンー1(ET-1)等 を含 む様 々 な液 性 因子 は いず れ も 、 細 胞 内Ca2+濃 度 上
昇 能 を持 つ ことが 知 られ て い る。 近年 、心 肥 大 に 関 与す るCa2+依 存 的制 御 経 路 が 報 告 され
た(Fig.1)。Ca2+/カ ル モ デ ュ リン依 存 的 に活 性 化 され る カル シ ニ ュー リン は転 写 因子nuclear
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Fig.1Ca2+依 存 的 心臓 肥 大 発症 メ カ ニ ズ ム
して明 らか にされて いる。
へ 移 行 し 、 心 筋 特 異 的 に発 現 す る 転 写 因子
GATA-4(DNAのGATA配 列 に結合す ることか
ら命名)と 結合 し、協調 的 に心臓 内 にお け る心
肥大 に関わ る胎 児 性遺 伝子(ex.β 一ミオ シ ン重
鎖)の 転 写 の活性化 を引き起 こす 。活性化 カル
シニ ュー リン或 いはNFAT-3を 発 現す る形質転
換 マウスは心肥大 や心不全 を呈す る。 これ は、
Ca2+シ グナ ル によ り心 臓 の遺 伝子 発現 の変 化が
生 じたためで、 心肥大 を誘発す る有 力な経路 と
本研究 において は、心肥大 モデルマ ウス を用 い心肥 大 にお けるGATA-4の 関与 を検 討 し、
更 に、培養 マウス心 筋細胞 を用 いGATA-4の 心筋細胞 内で の活性化 機構 を検討 した。
第1章 心 肥 大 にお け る転 写 因子GATA・4の 役 割
心筋特 異的カルセキ ュエス トリン(CSQ)は 筋小胞体 に局在 す るCa2+結 合 タ ンパ ク質 であ
り、Ca2+輸 送 の制御 にお いて重要な役割 を果 た して いる ことが示唆 されて い る。カルセ キ
ュエス トリンを過剰発現す る形質転換マ ウス(カ ルセ キュエス トリンマ ウス)は 重度 の心
肥 大 を発症す るので、心肥大 の分子 レベルで の研 究 に有用 なモデルで あ る。 は じめ に、心
肥 大 においてNFAr/GAIAが 関与 して いるか 明 らか にす る 目的でカルセキ ュエス トリンマ
ウス について検 討 した。ゲル シフ ト法 によ り特異 的DNA配 列 に対 す る結合能 を検 出 した
と ころ、カル シニ ュー リンの心肥大モデル と同様 、カルセ キ ュエ ス トリンを過剰発 現す る
心臓 にお いては コン トロール群 と比較 し、NFAT及 びGATAのDNA結 合能 の上昇がみ ら
れた(Fig.2)。NFATの 活性化 は低濃度 かつ持続 的Ca2+濃 度 の上昇 によって 引き起 こされ
'
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る ことが知 られ て いる。従 って、 この結果 か ら、 このモデ
ル にお いてカルセ キ ュエス トリンマ ウスの心臓 は低濃度か
つ 持 続 的Ca2+放 出 を 起 こ す の で 、 こ のCa2+動 態 が
NFATIGATA-4経 路 の活 性化 に関与 して いる もの と推 測 さ
れる。
第2章 マ ウ ス 心 筋 細 胞 に お け るGATA・4の 活 性化
成熟心臓 にお ける心肥大 の制御 にGATA-4,は 重要な役割
を果 た して いる。GATA-4は5'一WGATAR-3'配 列 に特 異的
に結 合 す る こ と に よ り標 的 遺 伝 子 の転 写 を制 御 す る 。
GATA-4は 心筋 の アポ トー シス 防止 にも関与 して いる可能
性が示唆 されて いる。成熟 心筋 の再構成/抗 アポ トー シス制













Fig.2カ ルセ キュエス トリン(CSQ)
過 剰発現 によ るNFAT及 びGATAの
DNA結 合 能の上昇
HL-1細 胞 をモデル シス テム として使 い、GAI:A-4活 性化 の機構 の検 討 を行 った。Hレ1細
胞 は最近樹 立 され た ばか りの成熟マ ウス心筋 由来 の細胞 であ り、分化 した心 筋の表 現型 を
持 ち、か つ収縮能 を維持 して いる。
1.主 ン ドセ リ ンー1に よ るGATA-4の リ ン 酸 化
エ ン ドセ リンー1は 、 血 管 内皮 細 胞 で強 力 な血 管 収 縮 能 を持 つ ペ プ チ ドで あ る。 平 滑 筋 で
の機 能 に加 え 、 心 肥 大 誘 発 を 媒 介 す る こ と も良 く知 られ て い る。 そ こで 、 エ ン ドセ リ ンー1
がGATA-4の 活 性 化 に関 与 して い るか 否 か 検 討 した 。





















Fig.3エ ン ドセ リ ンー1によ るGATA-4活 性 化
GATA-4のDNA結 合能の急激な上昇がみ られ た(Fig.3)。
このGATA-4の 活性化 は電気泳 動上 にてGATA結 合 タン
パ ク質のバ ン ドの移動度 の遅 延 を伴 うもので あった。 こ
の移 動度 の減少 のメカニズム を明 らか にす るた め、マウ
ス 心 筋 細 胞 で エ ン ドセ リ ンー1に よ り活 性 化 さ れ た
NFAT-3とGATA-4が 結合す るか否 かを検 討 した。 しか
し、結果 はDNA-GATA-4の 複合体へ のNFAT-3の 結合
を支持す る ものではなか った。 また、阻害剤 を用 いた実
験 によ り、 この系 にお けるカル シニ ュー リンの関与 は否
定 され た。 エ ン ドセ リンー1活性化 によるGArA-4バ ン ド
の移動度 の変化 にお いてNFAT-3の 関与が見 られなかっ
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た ことは、 この現 象 が、分子 内 の疎 水結合 、 ジスル フ
ィ ド結合が開裂 す るSDS-PAGEに おいて も観察 された
こと に よ って 更 に支 持 され た(Fig.4)。 また 、 この
SDS-PAGEの 結果 か らGATA-4の 電気泳動 上 にお ける
移動度 の変化 はGArA-4自 身の分子 量変化 によ って も
た らされた もので ある ことが強 く示唆された。そ こで、
GATA-4が エ ン ドセ リンー1からのシグナル によ りリン酸
化 を受 け、そ のた めバ ン ドの移動度 に変化 が 生 じた と
の仮説 をたて 、更 に検 討 した。エ ン ドセ リンー1に て活





















Fig,4エ ン ドセ リンー1によ るGATA-4リ ン酸 化
フ ァ ター ゼ で 処 理 す る こ とに よ り、バ ン ドの移 動 度 の 遅 れ は 全 く見 られ な くな る こ とが わ
か っ た(Fig.4)。 この結 果 よ り、 エ ン ドセ リ ンー1で 引 き起 こされ るGATA-4の 活 性化 の メ
カニ ズム は 、 カル セ キ ュエ ス トリンモ デ ル とは 異 な り、 カ ル シニ ュー リ ン/NFAT経 路 で は
な く、GATA-4の リ ン酸 化 を伴 うも ので あ る ことが 明 か とな った 。
2.MAPキ ナ ー ゼ を 介 す る エ ン ドセ リ ン ・1に よ るGATA・4の リ ン 酸 化
GAIAフ ァミ リー の一 つ で あ るGAIA-2は 非 心 筋細 胞 でp44/42mitogen-activatedprotein
キ ナ ーゼ(MAPキ ナー ゼ)経 路 を経 由 して リ ン酸 化 さ れ る こ とが 報 告 され て い る。GATA-4
もMAPキ ナー ゼ の リン酸 化 を うけ る と推 定 され て い る配 列 を有 し、 本 研 究 と は独 立 して
最 近他 の グ ル ー プ も心肥 大 を誘 起 す る フ ェニ レフ リンがGATA.一4を リン酸 化 す る こ と を報
告 した 。 エ ン ドセ リ ンー1は 新 生 ラ ッ トの心 筋 でMAPキ ナ ー ゼ を活 性 化 す る こ とが知 られ
て い る 。そ こで 、 エ ン ドセ リンー1がMAPキ ナー ゼ 経 路 を経 由 してGArA-4の リ ン酸 化 を
引 き起 こす と仮 説 を 立 て た 。まず 、マ ウス 心 筋 細 胞 をエ ン ドセ リ ンー1処 理 す る こ と によ り、
MAPキ ナ ー ゼ 及 び そ の上 流 のMAPKキ ナ ーゼ(MEK)の リ ン酸 化 を ウエ ス タ ンブ ロ ッ ト
によ り確 謬 した(Fig.5)。 次 に エ ン ドセ リンー1に
よ るGATA-4リ ン酸 化 にMAPキ ナ ー ゼ が 関 係 す
るか 否 か を明 らか にす る 目的で 、MEK阻 害 剤 で
あ るPD98059を 用 い た実 験 を行 っ た。 マ ウス 心
筋 細胞 をPD98059で 処 理 す る と、 エ ン ドセ リンー
1に よ るMAPキ ナー ゼ の リ ン酸 化 は阻 害 され 、
これ によ りエ ン ドセ リンー1がMEK経 由でMAP
キ ナ ー ゼ を活 性 化 す る こ と が 示 さ れ た 。 更 に、
PD98059に よ りエ ン ドセ リンー1に よ るGATA-4
A
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の リ ン 酸 化 も 消 滅 し た の で 、MEK-MAP
キ ナ ー ゼ ーGATA-4を つ な ぐ シ グ ナ ル 伝 達
経 路 の存 在 が 明 らか にな っ た(Fig.6)。
3.肝 細 胞 増 殖 因子 に よ るGATA・4リ
ン酸 化
GATA-4リ ン酸化 を引き起 こす液性 因子
をス ク リー ニ ング して いて 、肝 細胞 増殖
因子(HGF)は そ の活 性 が あ る ことを見














Fig.6エ ン ドセ リ ンー1によ るGATA-4リ ン酸 化 経 路
な肝細 胞分裂促進 因子 として 単離 されたが 、後 に、肝細胞以外 にも広 い範 囲の細胞 に、移
動能 、形態形成能 等 をも合 わせ持つ、多機能 因子 である ことが明 らか にされ た。肝 細胞増
殖 因子 の受容体 はプ ロ トオ ンコジー ン 函〃2♂のタンパ ク質産物 のc-Metで あ る。肝 細胞 増
殖 因子の刺激 を受 け、c-Metは そ のチ ロシ ン残基 に自己 リン酸化 を受 け、活性化 され る。
c-Metは 非常 に広 い範囲 の細胞 に発現 している ことが確 認 されて いる。最近 、肥大 心臓 に
おいて肝細胞増殖 因子 とc-Metの 発現 の増加が報告 され、肝細胞増殖 因子/c-Metシ ステム
の心筋 リモデ リングにお ける役割が提案 されてい る。 また、活性酸素 の発 生が重 要な役割
を果た して いる とされて い る心臓虚血再灌流 モデル において、肝細胞増殖 因子発 現の増大
が確認 され てお り、か つ、肝 細胞増殖 因子 の遺伝 子導入 による心臓 の再 灌流障害 の軽減 も
報告 されて いる。 このよ うに肝細胞増殖 因子 の心臓 にお ける生理学 的な重要性は認識 され
つつ あるが 、そ のメカニズム は明 らか にな って いな い。そ こで 、肝細胞 増殖 因子 の心筋 に
お けるシグナル伝 達へ の影響 を検 討 した。
まず 、単離 した ラッ ト心筋及 びマウス心筋細胞 においてc-Metの 発現 を確認 した(Fig.7)。
また、 マウス心筋細胞 において肝細胞増殖 因子処理 によ りc-Metの チ ロシ ン残基 が リン酸
化 され る ことが免疫沈 降 によ り確認 され 、 この受容体 が
機能 してい ることの示唆 を得 た(Fig.7)。
A.肝 細胞 増殖因 子 レセ プタ ーの発 現
醸箇髄
B,c-Metリ ン 酸 化
HGF幽(瓢
・
Fig.7マ ウス心筋細 胞 における肝細 胞増殖 因子
によるc-Metリ ン酸化
非心筋細胞 にお いて はHGFの 刺激 をうけたc-Metの チ
ロシン リン酸化 に引き続 いて、MAPキ ナーゼ経路、Jun
キナーゼ経路、PI3キ ナーゼ経路等 の活性化 が報告 され
て い る。そ こで 、実際 にエ ン ドセ リ ンー1と 同様 に、本
研 究 にお いてマ ウス心筋細胞 にお け る肝 細胞増殖 因子 に
よ るGATA-4の リン酸化 も阻害剤 を用 いた実験 によって
MEKIMAPキ ナーゼ経路 を経 由して いる ことが確認 され
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た(Fig.8)。
第3章 抗 酸 化 チ オー ル 基 の肝 細 胞 増 殖 因子
シグ ナ ル伝 達 に与 え る影 響
活 性酸 素 が肝 細胞 増殖 因子 の シグナル伝 達 に
関与 して い る との報 告 が ある。そ こで 、マ ウス
心 筋細 胞 にお いて も肝 細胞増殖 因子 によるMAP
キナ ーゼ の活性 化 は活性 酸素 生成 を介 して い る
との仮 説 を立 てた。 しか し、マ ウス心筋 細胞 を
チオール基 を持 つ抗酸化剤 で あるN一 アセ チル シ
ステ イ ン(NAC)で 前処 理 して も肝細 胞増殖 因
子 によるMAPキ ナーゼ の活性化 は反応め遅れが
あった ものの、阻害 はされ なかった(Fig.9)。 こ
のMAPキ ナーゼ活性化 の遅れ は他 のチオール系
抗酸化剤 、α一リボ酸(αLA)に よっても引き起
こされ た。一 方 、非チ オー ル系抗 酸化 剤で あ る
ア ス コル ビン酸 は この活 性化 の遅 延 は引 き起 こ
さなか った 。 また、過 酸化水 素(H202)に よ る
MAPキ ナーゼ の活 性化 は肝細胞 増殖 因子 と比較
す る と非 常 に弱 く、 か つ 、遅 い もの で あ った
(Fig.10)。 従 って、肝 細胞増殖 因子 によるMAP
キ ナーゼ の活 性化 にお いて活 性酸 素 はセ カ ン ド
メ ッセ ンジ ャー と して は関与 して いな い ことが
示 唆 され た 。 また、1>一アセ チル シス テイ ンによ
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・Fig.9肝 細 胞増殖 因子 誘導 によるMAPキ ナーゼ活性化
に及 ぼすチオ ール系抗酸化 剤の影 響
って 引き起 こされ る肝細胞増殖 因子 によるMAPキ ナーゼ活性化 の遅れ が、MAPキ ナーゼ
の リン酸化 の標的で あるp90RSKや 、GATA-4の リン酸化 にお いて、更 に遅れが拡大 され
る ことも確認 した。肝細胞増殖 因子 によるMAPキ ナーゼ活 性化が遅延す る理 由は不 明で
あ り、 また、複雑 であ る ことが予想 される。チオール 系抗 酸化剤 が作用す る部位 はMEK
の上流 に位置 して いる ことを確認 して いるが、亙 アセチル システイ ンによる前処理 の後 に
1>一アセ チル システイ ンを培地 中か ら除 いて も この遅れ は引き起 こされ る。 この ことか ら、
肝細胞増殖 因子分子 中のジスル フィ ド結合がN一 アセチル システイ ンのSH基 によって 開裂
され るためで はな いことが示唆 された。c-Metも ジスル フィ ド結合 によ る,α一及びβ一鎖か ら


































Fig.10過 酸化 水素 のMAPキ ナーゼ活性 化 に及 ぼす影響
ことは想像 出来 る。 しか し、チオール系抗
酸化 剤 による この よ うな伝達 系の遅延 はよ
り一般的な現象 のよ うに見 受け られた。な
ぜ な ら、 マウス心 筋細胞 の 淋 アセチル シ
ス テ イ ン前 処 理 に よ り、 エ ン ドセ リンー1
によるMAPキ ナーゼ の活性化 も遅延 され
る ことを見 い出 したか らで ある。従 って 、
肝 細胞 増 殖 因子及 び エ ン ドセ リンー1そ れ
ぞれか らのシグナル が合流す る点 よ り下流
で活 性酸素 に非依存 的な メカニズ ムによ り
チオール を含 む化合物 が何等か の影響 を及
ぼ して いる と考 え られた。哺乳類 の心筋細
胞 は常 に心筋興 奮収縮連 関の シグナ リングのサ イ クルの 中にあるので 、僅か2分 間で ある
が この遅れが心 筋機 能 に重要 な影響 を及ぼ しうる ことが想像 され る。勝
第4章 酸化ス トレスに対す る肝細胞増殖 因子 の心筋保護作用
肝細胞増殖 因子は酸化ス トレスに対する内因性の
50
心臓 保護剤 で あ ると もいわれ て いる。肝細胞 増殖 因
子 の効果 の一部 は血管 内皮細胞 にお ける血管新生促
進 作用 によ る もので あ る と考 え られ るが、肝細胞増
殖 因子 の心筋 に対す る直接 的な影響 も重要 と思われ
る。 しか し、肝細 胞増殖 因子 の心臓 における働き に
ついて は未 だ 、不明 な点が多 い。そ こで、過酸化水
素(H202)、 血 清飢 餓 、 ア ン トラサ イ ク リン系抗癌
剤 による酸化 ス トレス によって 引き起 こされ るアポ
トー シス に対す る肝細 胞増殖 因子 の保 護効 果 を明 ら
か に しよ う とした。 そ の結果 、 生理 的 に起 こりうる
























Fig.llダ ウノルー ビシ ン(DNR)誘 導 による
アポ トー シスに対 する肝細胞増殖 因子の保護効 果
され る細胞死 を効果 的 に減少 させ る ことをアポ トー シス を特異 的に検 出す るコメッ トア ッ
セ イ によって確 認 した(Fig.11)。
多 くの研究 によ りMEK-MAPキ ナーゼ経路が アポ トー シス の回避 に重要 な役割 を果 た し
て いる ことが示唆 されて いる。そ こで 、肝細胞増殖 因子 による心筋保 護作用 にMEK-MAP
キナーゼ経路 が関与 してい るか否か解 明す るため、MEKの 阻害剤 であ るPD98059の 効果
一221一
を検 討 した。そ の結果 、過酸化水素 による細胞死 に対
す る肝細 胞増殖 因子 の保護効果 がPD98059の 前処 理
によ り一部 阻害 され る こ とがわ か った(Fig.12)。 従
って 、酸化 ス トレス に対 し、肝 細胞 増殖 因子 は一部
MEK-MAPキ ナーゼ経路 の活性化 を経 て、保護効果 を
示す ことが 明か となった。アポ トー シス回避 へのMAP
キナーゼ 関与のメカニズムは今だ明 らか にな っては い
ないが 、MAPキ ナーゼ の下流 に位置す るGATA-4が
細胞 生存 因子 として機 能 している ことが推定 された。
総 括
本研究 にお いて 、GATA-4転 写 因子が心臓保護 因子
とされ る肝 細胞 増殖 因子 によってMEK-MAPキ ナー






















Fig.12肝 細胞増殖因子 によるMEK依 存的
心筋保護作用
の液性 因子 であ るエ ン ドセ リンー1等 もこの経路 を活性化 している ことがわか った。 この結
果は、心筋細胞 にお けるMEK-MAPキ ナーゼ を経 由す るGATA-4リ ン酸化 とい う新 しいシ
グナル伝 達経路の存在 を示す ものであった。肝細胞増殖 因子 とエ ン ドセ リンー1が この経路
を活 性化 した ことは、チ ロシ ンキナーゼ受容体 と7回 膜 貫通型受容体 か らのそ れぞ れ のシ
グナルが合流 して、 この経路 を活性化す る ことを示 して いた。GA]映 一4リ ン酸化 によ って
もた らされ る心機 能 の変化 について は今だ 明 らか では な いが、本研 究 で 明 らか にされ た
GATA-4リ ン酸化 を もた らすMAPキ ナーゼ経路 の活性 化が、心 筋保護 のメカニズ ムに重
要な関与 を して い るもの と思われた。 これ らの結果 よ り、GATA.一4は そ の リン酸化 の状態
に応 じて、心筋 の病態 に関与す るとされ る様々な遺伝子 のGATA依 存 的な転写 を制御 して、
心筋の リモデ リングや 或 いは心筋の生存 シグナル を制御 して いる可能性が示 唆 され た。 ま
た、MEK-MAPキ ナーゼーGATA-4シ グナル に対 してその上流で活性酸 素非依 存 的にチ オー'
ル化合物が作用 して いる ことが新た に示唆 された。 このよ うに、心臓 の機 能 を維持す るシ
グナル伝達 にGADk-4の リン酸化が重要で あることが本研 究 によって初 めて明 らか にされ
た。
GATA・4:種 々の遺伝 子 のプ ロモーター/エ ンハ ンサー領域 の(AIT)GATへ(AIG)配 列 に結合す る ことに
よ り標的遺伝子 の転写制御 を行 う転写因子GA払 ファミリー の一。現在 、哺乳類ではGATA-1～ 一6の















論 文 審 査 結 果 要 旨
我が国や欧米諸国で心疾患はガソと並ぶ死因の主原因であ り,発 生の要因に日常の食事をはじめと
する生活習慣が強 く影響することが疫学調査の結果から示唆されている。 日常摂取 している食品に,
このような疾病の発生を促進あるいは抑制する因子の存在が推定されるが,食 品成分の関与 とその作





GATA・4の 関与が明らかにされているので,本 転写因子に着 目して心筋内の情報伝達を解析 した。
その結果,筋 小胞体に局在するカルシウム結合タンパク質であるカルセキュエス トリンを過剰発現す
る形質転換マウスは重度の心肥大を発症するが,こ れと同様にGATAのDNA結 合の増加が認めら
れ心筋のリモデリシグに果たすGATA-4の 役割の重要性が示された。 さらにGATE-4が 心筋細胞
のアポ トーシス阻害にも関与 している可能性が考えられたので培養心筋細胞を用いGATA-4活 性化
の機構を検討 した。その結果,心 肥大誘発を媒介するとされるペプチ ドであるエン ドセ リンー1によ
りGATA-4が 強 く活性化されることをはじめて見出 した。また,心 臓に対する保護作用がある肝細
胞増殖因子の刺激 によって もGATA-4は 強 く活性化されることが明らかになった。これ らの内因性
因子による活性化 に伴って細胞内シグナル伝達に重要なMAPキ ナーゼ経路を経てGATA4自 身の
リン酸化が引き起こされていることを確認 した。エン ドセリンー1と肝細胞増殖因子 という全 く異質
の作用を有する内因性因子によってGATA-4が 活性化 されることが明らかにされたが,心 肥大 も初
期段階では心臓吐出力増大に対する生体の防御 ・適応反応であることを考え合わせると,GATA-4
の心筋保持に及ぼす適応及び保護作用が本研究により強 く示唆された。GATA-4の 心筋保護に及ぼ
す影響を,肝 細胞増殖因子を用いてさらに検討 した。酸化ス トレスに暴露した培養心筋細胞に対 し肝
細胞増殖因子は強いアポ トーシス阻害能を示 した。 しか し,阻 害剤を用いてMAPキ ナーゼ経路の活
性化 とGATA-4の リン酸化を阻害すると肝細胞増殖因子による心筋保護効果が一部妨げられること
がわかった。この結果は,心 筋保護がGATA-4活 性化によっても行われていることを示唆するもの
であった。さらに,活 性酸素が肝細胞増殖因子のシグナル伝達に関与 していることを想定 し,培 養心




以上,本 研究は心筋保護における細胞内でのシグナル伝達機構の解析を行ったものであ り,食 品成
分が心機能に与 える影響に関わるこの研究領域の進展に大きく資するものである。 よって審査員一同
は,本 論文提出者に対 し,博 士(農 学)の 学位を授与するに値するものと判断した。
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